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要 旨

Azidothymidine(AZT)長 期投与(12～18カ 月)後dideoxyinosine(ddI)投 与 に切 り替 えたHuman

immunodeficiency virus type-1(HIV)感 染者3名 か ら経時 的 に分離 したHIV12株 につ いて,AZTに

対 す る感 受性 を培 養 に よ り検討 した.

AZTあ るい はddIの 投与 を開始 す る以前 に分離 され たHIV株 は,AZTを 含 む培 養 液 中 で増 殖 は認

め られ なか った.AZT投 与 開 始後6カ 月以上 経過 した時点 で分 離 され たHIV株 は,AZT1.0μMを 含

む培 養 液 中 で 巨細 胞 を形 成 す る細 胞 変 性 効 果(CPE)が 認 め られ,培 養 上 清 中 に はELISAに よ り

HIVp24(p24)抗 原が検 出 され た.

AZT長 期 投与 後ddI投 与 に切 り替 えてか ら分離 された7株(ddI投 与1.5～15カ 月経 過)の うち6株 は

AZT1.0μMを 含 む培養 液 中でCPEが 観 察 され,培 養上 清 中 にp24抗 原 が検 出 され た.こ の よ うに,

AZT長 期投 与後ddIに 切 り替 え最長13カ 月後 にお いて もなおAZTに 耐 性 のHIV株 が優 勢 に増 殖 して

くる ことが確 認 され た.

序 文

現 在 抗HIV剤 と してazidothymidine(AZT)1)

お よびdideoxyinosine(ddl)2)が 広 く使 用 され,臨

床 症 状 の 改 善 や 延 命 等 の 効 果 が 確 認3)のさ れ て い

る.し か しな が ら,い ず れ の 薬 剤 も投 与 に よ る副

作 用5)6)や,長 期 投 与 に よ る耐 性 株 の 出 現7)8)が問題

と な っ て お り,そ の 投 与 時 期 や 他 の 抗HIV薬 剤

との 併 用 に よ る対 策 等 が 懸 案 とな っ て い る.

前 報9)で 我 々 は,AZT投 与 患 者 か ら分 離 さ れ た

HIVのAZT感 受性 について報告 したが,今 回

は,AZT長 期投与後 にddI投 与 に切 り替 えた患者

から経時的に分離 したHIVのAZTに 対す る感

受性について,培 養により検討した.

材料および方法

1)対 象

Table1に 示す3名 のHIV感 染者 について検

討 した.

症例005:1990年4月 から1993年3月 の間 に8

回分離を試みいずれも成功 した.こ の間CDC分

類IIか らIV-C2へ 移行 した.薬 剤 についてはグ

リチル リチンの投与からAZTと の併用,そ して
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Table 1 Profile of individuals

* During the course of the study, 005 was progressed from asymptmatic carieer to

AIDS-related complex.
** After long-term therapy with AZT, changed to ddI therapy.

AZT12カ 月投与後ddI投 与に切 り替 えられ15カ

月が経過した.

症例043:1990年7月 か ら1992年12月 の問に5

回分離 を試みいずれ も成功 した.初 回検体採取時

に既 にAZTの 投与 を受 け2カ 月間が経過 してい

た.そ の後AZT18カ 月投与後ddl投 与 に切 り替

え13カ 月が経過 した.

症例091:1990年6月 から1991年5月 の間 に3

回分離を試みいずれ も成功した.初 回検体採取時

に既にAZTの 投与を受け14カ 月間が経過 してい

た.そ の後す ぐにddI投 与に切 り替 え11カ月が経

過 した.

これ らか ら分離 されたHIVの 内12株 を用い,

AZTに 対する感受性を培養 により検討 した.

2)HIVの 分離

HIV分 離は既報9)のとお り予研法で行った.

3)AZT感 受性試験

AZT0.1μMあ るいは1.0μMを 含む培養液で

それぞれ懸濁 させたPHA-P刺 激済 みの健常人

PBMC(1×106個/m1)を24穴 セ ミマイクロプレー

トに播 き,そ れぞれのウエルにHIV分 離株の培

養上清100μ1を 接種 し,培 養した.CPEの 有無を

7日 間観察 した後,そ れぞれの培養上清100μ1を

同様 に新 しいPBMCに 継代 した.こ の操作 を4

回繰 り返 し,最終培養上清については,ELISA(ダ

イナボッ ト社)に よるp24抗 原の検出を実施 した.

成 績

それぞれの症例 よ り経時的に分離 した12株 の

HIVを,AZTを 含む培養液中で培養 した結果 を

Table2に,培 養4代 終了後の上清中のP24抗 原

量 をELISAに より測定 した結果をTable3に 示

Table 2 AZT susceptibility of HIV-1 isolates

-Cytopathic  effect (CPE) was negative.

+～ 卅  CPE was positive

す.最 下段 のPBMCは,本 培養 実験 に用 いた

PBMCを それぞれの培養液中で同様 に4代 培養

したのちの上清の吸光度 を示す.

症例043:AZT投 与開始後2カ 月の時点での分

離株043は,AZT1.0μM存 在下でCPEは 観察さ

れなかったが,AZT0.1μMを 含む培養液中では

強いCPEが 観察 された.さ らに,AZT投 与開始

後6カ 月が経過 した時点の分離株043-2は,AZT

0.1μMあ るいは1.0μMを 含 む培 養液中で強 い

CPEが 観察された.AZTの 投与は18カ 月継続さ

れ,ddI投 与 に切 り替 えられた.AZT長 期投与後

ddI投 与3カ 月経過 と13カ月経過時点での分離株

043-4と043-5株 は,い ずれもAZT0.1μMあ るい

はAZT1.0μMを 含む培養液中で も強いCPEが

観察 された.CPEの 観察された培養上清か らはい
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Table 3 Detection of HIV-1 p24 antigen in super-

natant of cultures

* Absorbance of culture supernatant.(Cutoff=0.128)
** PBMC was used in this assay.

ずれも吸光度2以 上でp24抗 原が検出された.

症例091:初 回分離(091株)時 点ですでにAZT

投与14カ 月が経過してお り,こ の直後からddlの

投与 に切 り替 えられた.091株 と091-3株(ddI投 与

開始後11カ 月経過時点での分離株)は,い ずれも

AZT 0.1μMあ るいはAZT1.0μMを 含 む培養

液中でも強いCPEが 観察され,培 養上清か らは

いずれ も吸光度2以 上でp24抗 原が検出された.

症例005:AZTあ るいはddlの いずれの薬剤 も

投与を受けていない時点で分離 された005株 は,

AZTを 含まない培養液中では,巨細胞 を形成する

CPEが 観察 されたが,AZTを 含む培養液中では,

CPEは 観察 されなかった.AZT投 与開始後2カ

月の時点で分離 された005-3株 もAZTを 含 む培

養液中ではCPEは 観察されなかった.AZTの 投

与は12カ 月継続されddI投 与に切 り替えられた.

AZT長 期投与後ddI投 与1.5カ 月経過 と6カ 月経

過時点での分離株005-5と005-6株 は,い ずれ も

AZT0.1μMあ るいはAZT1.0μMを 含む培養

液中でも強いCPEが 観察された.し かしなが ら,

ddlの 投与が12カ 月 を経過 した時点 での分離株

005-7で は,AZT 0.1μMを 含む培養液中では強い

CPEが 観察されたものの,AZT 1.0μMを 含む培

養液中のCPEは 弱 い ものであった.さ らにddI

の投与が15カ 月を経過 した時点での分離株005-8

は,AZT 0.1μMを 含む培養液中では同様に強い

CPEが 観察 されたが,AZT1.0μMを 含む培養液

中ではCPEが 観察 されなかった.こ れ らの培養

上清中のP24抗 原は,強 いCPEの 観察されたとこ

ろでは,吸 光度がいずれ も2以 上でp24抗 原が検

出 され た.ま た,CPEの 弱 かった005-7株AZT

1.0μM存 在下培養上清で も吸光度2以 上 でp24

抗原が検出された.一 方,005株 と005-3株 でCPE

の観察されなかった培養上清の吸光度はいずれ も

カッ トオフ(0.128)以 下でp24抗 原は検出されな

かった.し か し,CPEの 観察 されなかった005-8株

のAZT1.0μM存 在下での培養上清の吸光度 は

0.432と カットオフよりもやや高 く,p24抗 原が少

量検出された.

考 察

前報9)において我々は,AZTの 投与を受 けてい

る日本人 のHIV感 染者 か らAZTに 耐性 を示す

HIV株 が分離されることを報告した.

今回AZT投 与が長期化し,AZT耐 性変異株の

出現により,AZT投 与による臨床症状の改善が認

められな くなったためddl投 与 に切 り替 えられた

患 者 か ら経 時 的 に分 離 したHIV株 につ い て

AZTに 対する感受性試験 を行い,AZT投 与中止

後のAZT耐 性変異株の動向を追跡調査 した.

今回の結果 において もAZTの 投与 を受 けてい

ない時点での分離株ではAZTを 含む培養液 中で

CPEは 観察されず,培 養上清中のp24抗 原 も検出

されなかったが,AZT投 与期間が2カ 月を経過 し

た時点で分離 されたHIV株 で は,AZT0.1μM

を含む培養液中で増殖できる株 とできない株が存

在 し,さ らにAZT投 与期間が6カ 月以上経過 し

た時点で分離 されたHIV株 は,い ずれ もAZT

1.0μM存 在下で も増殖が可能であった.こ のよう

に,AZTの 投与が長期化するとともに,次 第に強

い耐性 を示すHIV株 が優勢 に増殖 して くること

を明 らかにできた.

AZT長 期(12～18カ 月)投 与後ddI投 与に切 り

替 えられてからは,症 例091で はAZT投 与中止後

ddI投 与11カ 月,症 例043で はAZT投 与 中止 後
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ddI投 与13カ 月が経過 した時点で分離 された株に

おいて も,AZT 0.1μMあ るいは1.0μMを 含む培

養液中でCPEが 観察 され,培 養上清中p24抗 原 も

検出された.こ のように,AZTの 投与 を中止 して

ddIの 投与に切 り替 えて最長13カ 月後に分離され

たHIV株 においても,AZTに 耐性 を示す株が優

勢に増殖 していることが確認された.

しか しなが ら,症 例005に おいて,AZT投 与中

止後ddl投 与12カ 月が経過 した時点で分離された

005-7株 はAZTO.1μM存 在下 では強 いCPEを

示 した ものの,AZT1.0μM存 在下ではCPEが

弱 く,さ らにAZT投 与中止後ddI投 与15カ 月が

経過 した時点で分離 された005-8株 はAZT1.0

μM存 在下ではCPEが 観察 されず,培 養上清 中

のp24抗 原検出量 も少量であった.こ の例では,

AZT投 与中止後ddI投 与長期経過時点に分離 さ

れたHIV株 は,AZT1.0μM存 在下では増殖で

きないような株が優勢 となっていることが確認さ

れた.

Clairら10)はAZT長 期投与後ddlに 切 り替 え

てか ら経時的 に分離 したHIVのAZTあ るいは

ddIに 対する感受性について報告 している.そ れ

によると,AZTか らddI投 与に切 り替 えてか ら6

カ月か ら12カ月の間に分離されたHIVは,ddI投

与以前の分離株 と比較 して,ddIに 対す るIC,。が

上昇し,AZTに 対するIC5。が下降している.こ の

ようなHIV株 は,AZT耐 性に最 も重要に関与 し

ていると思われる逆転写酵素遺伝子内の215番 目

のア ミノ酸スレオニンのチロシンへの変異 ととも

に,74番 目のア ミノ酸 ロイシンのバ リンへの変異

が共通 してみられることを示 している.同 様の変

異についてShirasakaら11)も 報告 している.

今後,AZT投 与中止後のddI投 与期間が,さ ら

に長期化 した時点での分離HIV株 のAZTあ る

いはddlに 対する感受性の動態および逆転写酵素

にみられる変異等についてさらに検討 して行 きた

い.
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Investigation of AZT Susceptibility of Sequential HIV-1 Isolates from Patients

Treated with ddI after Long-term Therapy with AZT

Takayuki SAITO1), Makiko KONDO1), Akira ITO2), Takeshi NAGAO3), Takako HAYASHI1),

Sumi WATANABE1) & Mitsunobu IMAI1)
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, Kanagawa Prefectural Public Health Laboratories
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,Yokohama City University,Schooi of Medicine
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AZT susceptibility of sequential 12 HIV-1 isolates was investigated by culture method. These
isolate were obtained from three patients who had received AZT for at least 12 months and switched to
ddI after they appeared to deteriorate clinically. Cultures of isolate from a patient before therapy with
AZT or ddI did not show cytopathic effect (CPE) in the presence of 0.1 pM or 1.0pM AZT. Culture of 2
isolates from two patients treated with AZT more than 6 months before switched to ddI therapy
showed CPE in the presence of AZT and HIV-1 p24 antigen was detected by ELISA in the
supernatants. Culture of 6 of 7 isolates from three patients treated with ddI after long-term therapy
with AZT also showed CPE in the presence of 1.0 pM AZT and HIV-1 p24 antigen was detected. These
results demonstrated that AZT-resistant variant was still a dominant population in the isolate from

patients after 11 to 13 months of discontinuing AZT therapy.
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